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9 PROCEDEU DE MARIRE A ACTIVITA'!'II ANTIMICROBIENE A

GENTAMICINEI

(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de marire a activitatii
antimicrobiene a gentamicinei. Procedeul conform
inventiei consta din indepartarea selectiva a gentami-
cinei C,, componentd cu cea mai scazuta activitate
biologicd, din solutia rezultata in urma biosintezei, prin
extractia reactiva in raport 1:1 a solutiei apoase con-
tindnd gentamicina, ajustata la o valoare pH = 8, cu
diclormetan continand 1-6% acid di(2-etilhexil)fosforic,

la 25°C, sub agitare intensa timp de 1 min, urmata de
separarea si reextractia gentamicinelor C,, si C, din
faza organicd, in raport 1:1, cu solutie apoasa
0,2...1,1% de acid sulfuric, la 25°C, sub agitate intensa
timp de 1 min.
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PROCEDEU DE MARIRE A ACTIVITATII ANTIMICROBIENE A
GENTAMICINEI

DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se referd la un procedeu original de crestere a activitiitii antimicrobiene a
gentamicinei prin indepartarea din amestecul de biosinteza a componentei cu activitatea biologica
cea mai redusa.

Gentamicina are un spectru larg de actiune antibacteriand, fiind activi impotriva
infectiilor cu bacterii gram-pozitive §i gram-negative, incluzdnd si tulpinile rezistente Ia
tetraciclind, cloramfenicol, kanamicind, colistind (Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus,
Streptococcus, Klebsiella, Haemophilus, Aerobacter, Moraxella, Neisseria) [1-3].

Acest antibiotic se obtine prin biosintezd de citre microorganismul Micromonospora
purpurea sau Micromonospora echinospora, produsul rezultand sub forma unui amestec complex
de componenti cu structura foarte apropiata. Dintre acestia, trei sunt cei mai importanti, $i anume
gentamicinele C,, Ci, §i C; [2,3]. Valorile medii ale proportiilor in care se gasesc acesti
componenti in produsul de biosintezd sunt: gentamicina C; 30-35%, gentamicina C;, 25%,
gentamicina C, 40-45% [4].

Activitatea antimicrobiand a componentilor care alcdtuiesc gentamicina obtinutd prin
biosintezd este semnificativ diferitd. Astfel, cea mai activd este gentamicina C,,, activitatea
acesteia fiind putin superioard celei a gentamicinei C,. Cea mai slabi activitate antimicrobiana o
manifestd gentamicina C, [5].

In prezent se cunoaste procedeul de separare la nivel industrial a gentamicinei din
lichidele de fermentatie, care se realizeaza prin sorbtie pe cationiti, urmati de elutie cu o solutie
4-5% acid sulfuric, din eluatul neutralizat, purificat si concentrat la vid, geantamicina fiind
precipitatd in mediu de acetona sub forma de sulfat [2,6].

Procedeul cunoscut §i aplicat in prezent prezintd urmatoarele dezavantaje:
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- nu permite fractionarea amestecului complex de gentamicine obtinut prin biosintezi,
respectiv nu elimind din acest amestec gentamicina Cy;

- necesitd un consum ridicat de materiale, in special acetoni;

- utilizarea schimbdtorilor de cationi presupune si regenerarea acestora, ceea ce mireste
durata etapei tehnologice de separare si purificare a gentamicinei si conduce la pierderi de produs.

Scopul inventiei il reprezintd utilizarea unui procedeu original de mdrire a activititii
antimicrobiene a gentamicinei.

Problema tehnica pe care o rezolvd inventia constd in obtinerea unei gentamicine cu
activitate antimicrobiana ridicatd prin indepértarea din amestecul de biosintezi a gentamicinei cu
cea slaba activitate biologica, si anume gentamicina C,.

Inventia are aplicabilitate in industria farmaceutica, respectiv in industria de biosinteza.

Procedeul conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje :

- prin utilizarea acestui procedeu, creste continutul de gentamicine cu activitate
antimicrobiana ridicata in amestecul obtinut prin biosinteza;

- prin cresterea activititii antimicrobiene a gentamicinei se reduce cantitatea de antibiotic
prescrisd pentru tratamentele diferitelor infectii, reducindu-se si potentialele efecte secundare
asociate tratamentului;

- prin utilizarea extractiei reactive si reextractiei cu solutie de acid sulfuric pentru
purificarea gentamicinei se reduce numirul etapelor necesare si se elimind consumurile si,
implicit, costurile suplimentare de materiale;

- procedeul se poate aplica folosind orice extractor utilizat la nivel industrial;

- prin acest procedeu se obtin randamente finale ridicate de separare a gentamicinelor cu
activitate antimicrobiana ridicats;

- aplicarea acestui procedeu evita pierderile de gentamicine active;

- solventul (amestecul de acid di-(2-etilhexil) fosforic si diclormetan) utilizat la extractia
reactiva poate fi regenerat si utilizat practic intr-un numar nelimitat de cicluri de separare;

- procedeul este ecologic, datorita regenerarii continue a solventului.

Procedeul, conform inventiei, constdi in doua etape: in prima etapi se indepirteaza
gentamicina C,; din amestecul de biosinteza, prin extractia sa reactiva selectiva cu o solutie de 10-

60 g/1 acid di-(2-etilhexil) fosforic in diclormetan, iar in etapa a doua se realizeazi reextractia
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gentamicinelor C,, si C; din extractul obtinut in prima etapa cu o solutie apoasa de 2-11 g/l acid
sulfuric. Ambele etape se desfagoara la 25°C, timp de 1 minut.

Se dau mai jos citeva exemple de realizare a inventiei :

Exemplul 1

Se prepard 50 ml solutie apoasd care contine 50 g/l gentamicind de biosintezi (care
contine 31,92% gentamicind C,, 24,20% gentamicina C,,, 43,88% gentamicini C,). Se corecteazi
pH-ul solutiei apoase la valoarea 8 cu o solutie 3% hidroxid de sodiu. Solutia astfel obtinuti se
supune extractiei cu 50 ml diclormetan care contine 10 g/l acid di-(2-etilhexil) fosforic, intr-o
coloand de sticla de 200 ml prevazutd cu un sistem de agitare vibratorie care realizeaza o
amestecare intensa a fazelor (agitare vibratorie cu frecventa vibratiilor de 50 Hz si amplitudinea
de 4 mm ), la temperatura de 25°C, timp de 1 minut. Emulsia rezultati se separi intr-un separator
centrifugal la 6000 rot/min. Randamentele de extractie sunt in ordine: 58% pentru gentamicina
Ci, 24% pentru gentamicina C,, 18% pentru gentamicina Cj,.

Extractul obtinut contine un amestec de gentamicine constituit din 72% gentamicina C; si
28% gentamicine active C), si C,. Pentru recuperarea gentamicinelor active, extractul se supune
reextractiei, in aceeasi coloana de extractie si in aceleasi conditii de operare, cu 50 ml solutie
apoasd de 2 g/l acid sulfuric. Emulsia rezultatd se separd intr-un separator centrifugal la 6000
rot/min. Randamentul reextractiei gentamicinelor active Cy, si C; este de 97%.

Se reunesc rafinatul obtinut din etapa de extractie reactiva cu solutia acida obtinutd dupa
reextractie. In amestecul de gentamicine din solutia rezultatd, continutul gentamicinelor cu cea
mai mare activitate antimicrobiana (gentamicinele C,, si C;) este de 90%. Comparativ cu solutia
apoasd initiald a amestecului complex de biosintezi, pierderea totald de gentamicine active
microbiologic este de 0,3%.

Regenerarea solutiei de acid di-(2-etilhexil) fosforic in diclormetan se realizeazi prin
reextractia gentamicinei C; neextrasi si a urmelor de gentamicine Cy, si C; cu o solutie apoasa 12
g/l acid sulfuric, in raport volumic de 1:1, in conditii de operare identice cu cele descrise mai sus.

Exemplul 11

Se prepard 50 ml solutie apoasd care contine 50 g/l gentamicind de biosintezi (care
contine 31,92% gentamicinad C,, 24,20% gentamicind C,,, 43,88% gentamicinad C,). Se corecteaza

pH-ul solutiei apoase la valoarea 8 cu o solutie 3% hidroxid de sodiu. Solutia astfel obtinuta se
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supune extractiei cu 50 ml diclormetan care contine 60 g/l acid di-(2-etithexil) fosforic, intr-o
coloand de sticld de 200 ml prevazuti cu un sistem de agitare vibratorie care realizeazi o
amestecare intensi a fazelor (agitare vibratorie cu frecventa vibratiilor de 50 Hz si amplitudinea
de 4 mm ), la temperatura de 25°C, timp de 1 minut. Emulsia rezultati se separi intr-un separator
centrifugal la 6000 rot/min. Randamentele de extractie sunt, in ordine: 77% pentru gentamicina
Ci, 70% pentru gentamicina C,,, 68% pentru gentamicina C,.

Extractul obtinut confine un amestec de gentamicine constituit din 36% gentamicina C, si
64% gentamicine active Cy, si C,. Pentru recuperarea gentamicinelor active, extractul se supune
reextractiei, in aceeasi coloani de extractie si in aceleasi conditii de operare, cu 50 ml solutie
apoasd de 11 g/l acid sulfuric. Emulsia rezultati se separi intr-un separator centrifugal la 6000
rot/min. Randamentul reextractiei gentamicinelor active C, si C; este de 83%.

Se reunesc rafinatul obtinut din etapa de extractie reactiva cu solutia acida obtinuta dupa
reextractie. In amestecul de gentamicine din solutia rezultatd, continutul gentamicinelor cu cea
mai mare activitate antimicrobiani (gentamicinele C,, si C,) este de 87%. Comparativ cu solutia
apoasd initialda a amestecului complex de biosintezd, pierderea totald de gentamicine active
microbiologic este de 0,8%.

Regenerarea solutiei de acid di-(2-etilhexil) fosforic in diclormetan se realizeazi prin
reextractia gentamicinei C; neextrasi si a urmelor de gentamicine C, $i C; cu o solutie apoasi 20

g/1 acid sulfuric, in raport volumic de 1:1, in conditii de operare identice cu cele descrise mai sus.

Bibliografie
1. T. Korzybski - Antibiotics: origin, nature and properties, American Society for Microbiology,
Washington, DC, 1978, p. 712.
2. C. Diescu - Chimia si tehnologia medicamentelor, Ed. Didacticd si Pedagogica, Bucuresti,
1994, p. 264.
3. D.A. Williams, T.L. Lemke - Foye’s Principles of Medicinal Chemistry, Sth Ed., Lippincot
Williams & Wilkins, 2002.
4. P.J. Claes, R. Busson, H. Vanderhaeghe - J. Cromatogr., 1984, 298, p. 445.
5. S. Yoshizawa, D. Fourmy, J.D. Puglishi - EMDO J., 1998, 17 (22), p. 6437.
6. C. Oniscu - Chimia si tehnologia medicamentelor, Ed. Tehnic3, Bucuresti, 1988, p. 135.

I



~=-2009-00666--

3 1 -08- 2009
PROCEDEU DE MARIRE A ACTIVITATII ANTIMICROBIENE A
GENTAMICINEI
REVENDICARI

Procedeul in doud etape de indepartare selectiva a gentamicinei C; din amestecul de
gentamicine obtinut prin biosinteza caracterizat prin aceea cd solutia apoasd care contine
amestecul biosintetic de gentamicine se supune extractiei reactive cu diclormetan care contine
acid di-(2-etilhexil) fosforic acid in concentratie de 10- 60 g/1, sub o agitare intensi a fazelor, la o
temperaturd de 25°C, timp de 1 min, urmati de reextractia gentamicinelor Cy, si C; din extract cu
o solutie apoasd de 2-11 g/l acid sulfuric, sub o agitare intensd a fazelor, la o temperatura de

25°C, timp de 1 min.
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